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® Verfahren zur Herstellung von viruslnaktlvlerten immunglobullnlosungen. 

® Die vorliegende Erfindung beschreibt ein Verfah- 
ren zur Herstellung von zur intravenSsen Applikation 
geeigneten virusinaktivierten immunglobulinlosun- 
gen. dadurch gekennzeichnet. daB das Immunglobu- 
lin mit nichtionlschen Tensiden behandelt wird. die 
anschlisBend dutch Festphasenextraktion an hydro- 
phoben Materialien entfernt warden. 
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Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung virusinaktivierter Immunglobulinio sun- 
gen, die zur intravendsen Injektion geeignet sind. 

Immunglobuline sind hunr»orale Glykoproteine, 
die bei der Elektrophorese der Plasma- bzw. Ser- 
umprotelne in der sogenannten Gamma-Fraktion 
wandern und daher fruher als Gamma-Globuline 
bezeichnet wurden. 

Immunglobuline werden wegen Ihres hohen 
Gehalts an Antikorpern zur Prophylaxe und Thera- 
pie von Infektionen verwendet. 

Es Ist bekannt. Immunglobuline sowohl fur die 
intramuskulare als auch subkutane Applikation her- 
zustellen. EIne vielfach angewendete Herstellungs- 
methode ist die sogenannte Cohn-Oncley-Fraktio- 
nierung. auch 6/9-Methode genannt (Cohn et al., J. 
Am. Chem. Soc. 68. 459 (1946); Oncley et a!.; J. 
Am. Chem. Soc. 71. 541 (1949). 

Dieses Herstellungsverfahren hat jedoch den 
Nachteil, dai3 es zu einer hochviskosen Losung, die 
nur intramuskular Oder subkutan applizierbar Ist, 
mit hohen Antikorperkonzentrationen in relativ ge- 
ringen Volumina fuhrt. Das erhaltene Produkt ist 
zwar bei 4'C stabil, es kann jedoch Proteolyse 
durch Plasminverunreinigungen auftreten. Weiterhin 
konnen IgA- und IgG-Dimere vorhanden sein, die 
bei der Applikation zu einer anaphylaktischen Re- 
aktion der Patienten fuhren konnen (Ullmann. En- 
zyklopadie of Industrial Chemistry. 1989, A14, Sei- 
ten 93, 94). 

Aus diesem Grunde sind intravenos applizler- 
bare Immunglobuline entwickelt worden. die belm 
Patienten eine bessere Vertragllchkeit zeigen. Die- 
se werden aus der sogenannten Fraktion 3 oder 
auch Cohn-Fraktion 2 (Cohn et al. a. a. O.) bei pH4 
unter Verwendung von Polyethylenglycol. einer an- 
schlieBenden Ethanolfallung. Ultra- oder Diafiltration 
und lonenaustauscherchromatographie hergestellt. 
Das auf diese Art erhaltene Immunglobulin wird mit 
Mono- Oder Disacchariden stabllisiert. 

Ein solches verbessertes Verfahren wird in der 
EP 0 073 371 beschrieben. 

Ausgehend von der Fraktion 3 (Cohn et al. a. a. 
O.) wird nach L5sen und Einstellung des pH-Wer- 
tes auf pH4 eine Ultrafiltration und eine Diafiltration 
vorgenommen. Anschlie/3end wird das erhaltene 
Flltrat zu einem Proteingehalt von 5 Gew.-% kon- 
zentriert und der Alkoholgehalt auf 8 Gew.-% redu- 
ziert. Nachdem die so erhaltene Immunglobulinlo- 
sung auf einen Proteingehalt von 8% aufkonzen- 
triert ist, erhSIt man eine klare wasserartige Losung 
mit einer lonenstarke von 0.01 und einem pH-Wert 
von 4.2. Die TonizitSt der Losung wird mit 10 
Gew.-% Maltose bei einem Proteingehalt von 5 
Gew.-% eingestellt. Anschllefiend wird sterilfiltriert 
und lyophilisiert. Das lyophilisierte Material wird vor 
der Injektion in geeigneten Medlen gelost. 

Ein grower Nachteil der so hergestellten Im- 



munglobuline zur intravenosen Anwendung Ist, dafi 
sie vor Gebrauch erst in geeigneten Medien gelost 
werden mussen und nur in lyophilisierter Form 
lagerfahig sind. 
5 Ein weiterer Nachteil liegt darin, 6aB bei An- 

wendung dieser Immunglobuline Viren auf den Pa- 
tienten ubertragen werden konnen. da wahrend 
des Herstellungsverfahrens keine Virusinaktivlerung 
stattfindet. So wurde nach intravenoser immunglo- 
10 bulingabe Gber Hepatitis-Erkrankungen und HIV- 
infektionen berichtet (Ullmanns Encycl. of Ind. 
Chem.. Vol. A14, 1989. pages 102, 103). 

Das technische Problem der Erfindung war es 
daher, ein Verfahren zur Virusaktivierung von intra- 
T5 venos injizierbaren Immunglobulinen zu entwickeln. 
das zu einem Produkt fOhrt, be! dessen Applikation 
keine VirusObertragungen auf den Patienten auftre- 
ten und welches so stabil ist, dai3 es selbst ohne 
Lyophilisierung direkt als Injektionslosung herge- 
20 stent und gelagert werden kann. 

Das technische Problem der Erfindung wird 
durch ein Verfahren gelost, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, 6aB das Immunglobulin mit nichtioni- 
schen Tensiden behandelt wird, die anschlieBend 
25 durch Festphasenextraktion an hydrophoben Mate- 
rialien entfernt werden. 

Als nichtionische Tenside werden insbesondere 
TNBP und/oder Triton X 100 verwendet Der pH- 
Wert der Losung betragt vorzugsweise 5,0 bis 5,5. 
30 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird 

nach der Behandlung mit nichtionischen Tensiden 
mit biologisch kompatiblen Pflanzenolen extrahiert 
und diese dann abgetrennt. Als Pflanzenole werden 
bevorzugt Rizinusol Oder SojaSle verwendet. 
35 Die anschlieBende Festphasenextraktion erfolgt 

in bevorzugter Weise mit octadecylderivatisierten 
Stoffen. die auch fOr die Umkehrphasenchromato- 
graphie verwendet werden. In einer besonders be- 
vorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die Festphasen- 
40 extraktion durch eine Umkehrphasenchromatogra- 
phie an Octadecy l-(C-1 8)-Harz. 

Dem fertlgen Produkt kann nach der Festpha- 
senextraktion ein Disaccharid zur Stabilisierung zu- 
gegeben werden. Die fertige Losung wird dann ein 
45 Oder mehrmals sterilfiltriert. 

Weiterhin kann die Immuglobulinlosung vor der 
Virusaktivierung und/oder nach der Sterilfiltration 
einer Ultra- und Diafiltration unterzogen werden. 
Im folgenden wird das erfindungsgemaCe Her- 
50 stellungsverfahren im einzelnen beschrieben. Zu- 
nachst wird, wie aus dem Stand der Technik be- 
kannt, die sogenannte Cohn-Fraktion II in Wasser 
gel6st, bis eine vollstandige klare Losung erhalten 
wird. Die Losung wird dann auf einen pH-Wert von 
55 4,0 bis 5,0. vorzugsweise 4,5, eingestellt und zur 
Entfernung von Verunreinigungen filtriert. 

AnschlieBend wird mit der Losung eine Ultrafil- 
tration durchgefuhrt und die Losung ankonzentriert. 
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Die AusschluDgrenze der Ultrafiltration ist 30.000 
Dalton. In diesem Schritt warden insbesondere Ver- 
unreinigungen mit niedrigen Molekulargewichten 
entfernt. Daran anschlie/Jend wird eine DIafiltration 
zur Entfernung von lonen vorgenommen. woran 
sich die eigentliche Virusinaktivierung anschliem. 

Hierzu wird die Losung zunachst abgekuhit auf 
4 bis 8 -C und der pH-Wert auf 5,0 bis 5.5. 
vorzugsweise 5.3. eingestellt. Es werden dann 
nichtionische Tenside. vorzugsweise TNBP 
und/oder Triton X 100. zugegeben und diese Lo- 
sung dann mehrere Stunden geruhrt. Im Anschlu/5 
daran kann in einer bevorzugten AusfOhrungsform 
eine Pflanzenolextraktion vorgenommen werden. 
Hierbei werden der Losung 5 Gew.-% Pflanzenol 
zugegeben, die LSsung anschlieCend auf Raum- 
temperatur gebracht und mit dem Pflanzenol ver- 
rOhrt. Der anschlieBenden Phasentrennung wird 
eine Filtration angeschlossen. 

Die Losung wird dann auf eine C 18-Saule 
gegeben und chromatographiert. Nach der Chro- 
matographie erfolgt eine pH-Werteinstellung auf pH 
4 Zur Einstellung der Tonizitat wird Maltose zuge- 
geben. Nach der anschlieBenden Sterilfiltration wird 
eine Stabilitatsprufung in der so erhaltenen Losung 
vorgenommen, indem diese mindestens 22 Stun- 
den bei 37*0 aufbewahrt wird. Zeigt die Losung 
Trubungen, ist sie nicht ven/vendbar. Zeigt die Lo- 
sung in dieser Zeit keine Trubung. wird der pH- 
Wert auf 5.0 bis 5,5, vorzugweise 5,3, eingestellt, 
eine weitere Ultra- und DIafiltration vorgenommen 
und die so erhaltene Losung nach Zugabe von 
Maltose auf einen Proteingehalt von 50 g/l einge- 
stellt. Anschlie^end wird eine weitere Sterilfiltration 
vorgenommen und direkt in Infusionsflaschen ab- 
gefOllt. 

Das so erhaltene Produkt kann direkt intrave- 
nos injiziert werden und ist frei von Viren. 

Das folgende Ausfuhrungsbeispiel soil das er- 
findungsgemSee Verfahren nSher eriautern. 

Ausfuhrungsbeispiel 

Die Cohn-Fraktion II wird mit der sechsfachen 
Mange Wasser gelost und so lange geruhrt. bis 
eine klare Losung erhalten wird. Anschliefiend wird 
der pH-Wert mit 0.5 normaler HCI auf 4.5 einge- 
stellt Es schlieet sich zunachst eine Ultrafiltration 
an bei der die Losung auf 90 g/l ankonzentriert 
wird. Als Membrantyp wird Novasette 30 K verwen- 
det. Daran anschlie/Jend wird mit der funffachen 
Menge Wasser verdunnt und bei 0,3 bis 0,5 bar 
eine DIafiltration vorgenommen, Nach dieser Diafil- 
tration wird die diafiltrierte Losung auf 70 g/l Pro- 
teingehalt eingestellt. Die Losung wird auf 4 bis 8 
•C abgekOhIt und auf einen pH-Wert von 5.3 mit- 
tels 0,1 normaler Natronlauge eingestellt Anschlie- 
0end wird 0.3 Gew.-% TNBP und 1 Gew.-% Triton 



X 100 in die Losung gegeben und kraftig geruhrt. 
Nach etwa 4 Stunden bei 4 bis 8 'C erfolgt eine 
weitere Zugabe von 5 Gew.-% Rizinusol. Es wird 
dann eine Olextraktlon bei 15 'C vorgenommen. 
5 Die entstehenden Phasen werden getrennt und es 
wird anschlieiJend mit einem Cuno-Schichtenfilter 
ftltriert. Danach wird die Losung auf eine C 18- 
Saule gegeben. die mit octadecylderivatisierten 
Stoffen beladen ist. Die Losung wird dann auf pH 4 
10 eingestellt und 100 g/I Maltose zugegeben. Nach- 
folgend wird eine Sterilfiltration vorgenommen und 
die sterilfiltrierte Losung zwischen 22 und 24 Stun- 
den bei 37 • C aufbewahrt. Die anschlieBend klare 
Losung wird auf einen pH-Wert von 5.3 mittels 0.1 
75 normaler Natronlauge eingestellt. Es erfolgt wieder- 
um eine Ultra- und eine DIafiltration, danach eine 
Maltosezugabe von 100 g/l und die Einstellung der 
LSsung auf einen Proteingehalt von 50 g/l. Nach 
der folgenden Sterilfiltration wird die Losung in 50 
20 ml Infusionsflaschen. die steriiisiert und silikonisiert 
sind, abgefOllt, mit Stopfen verschlossen und ver- 
bordelt. 
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1, Verfahren zur Herstellung von zur intravenosen 
Applikation geeigneten virusinaktivierten Im- 
munglobulinlosungen, dadurch gekennzeich- 
net. da/3 das Immunglobuiin mit nichtionischen 
30 Tensiden behandelt wird, die anschlieiSend 

durch Festphasenextraktion an hydrophoben 
Materialien entfernt werden. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der pH-Wert der Losung 5.0 bis 
5.5 betragt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi als nichtionische Tenside 
TNBP und/oder Triton X 100 venwendet wer- 
den. 



4. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 3. da- 
durch gekennzeichnet. dafl nach der Behand- 
45 lung mit nichtionischen Tensiden mit biolo- 

gisch kompatiblen Pflanzenolen extrahiert wird 
und diese dann abgetrennt werden. 

5 Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekenn- 
50 zeichnet. da0 als Pflanzenole Rizinusol 

und/oder Sojaol verwendet werden. 

6. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 5. da- 
durch gekennzeichnet, da^ die Festphasenex- 
55 traktion mit octadecylderivatisierten Stoffen. 

die auch fur die Umkehrphasenchromatogra- 
phie verwendet werden. durchgefuhrt wird. 
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7. Verfahren nach den AnsprUchen 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet dafi die Festphasenex- 
traktion durch C 18 Umkehrphasenchromato- 
graphie erfolgt. 

a Verfahren nach den AnsprOchen 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Losung nach 
der Festphasenextraktion ein Disaccharid zu- 
gegeben wird. 

9. Verfahren nach AnsprOchen 1 bis 8. dadurch 
gekennzeichnet. daB die fertige Losung eln- 
oder mehrmals sterilfiltriert wird. 

10. Verfahren nach den AnsprOchen 1 bis 9. da- 
durch gekennzeichnet daB die Immunglobulin- 
15 sung vor der Virusinaktivierung und/oder 
nach der Sterilfiltration einer Ultra- und Diafil- 
tration unterzogen wird. 

11. Verfahren nach den AnsprUchen 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, daB die nach der 
Festphasenextraktion Oder der Disaccharidzu- 
gabe eine Stabilltatsprufung der hergestellten 
Losung vorgenommen wird. 
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